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論 文 の 内 容 の 要 旨
　細胞表面には「糖鎖」と呼ばれる分子が存在し、細胞間接着や分子認識など生物学的に重要な多くの役割
を担うと同時に、細胞種や分化段階に応じて動的に変化すると考えられている。糖鎖を認識するタンパク質
は総称して「レクチン」と呼ばれ、相互作用解析ツールとして、様々な分野で活用されている。レクチンの
糖鎖結合特異性を利用すれば、結合した対象物（例えば細胞など）の糖鎖構造予測が可能になると考えられ
が、レクチンの糖鎖認識における詳細な特異性はいまだ不明な点が多い。本研究では、細胞表層に存在する
糖鎖構造に着目し、細胞種、分化段階の異なる糖鎖構造変化を解析することを目指し、レクチンの詳細な糖
鎖結合特異性解析を第一の目的とした。さらに、臨床現場での応用を視野に、胚性幹細胞（ES細胞）を始
めとした幹細胞表層糖鎖を系統的にプロファイルすることにより細胞を判別する簡便な糖鎖プロファイリン
グシステムの構築を第二の目的とした。
【フロンタルアフィニティークロマトグラフィーを用いたレクチンの糖鎖結合特異性解析】
　レクチンの糖鎖認識における特異性情報は、生物学的に有用な糖鎖情報を取得するために欠かすことが出
来ない。そこで、相互作用解析手法の一つであるフロンタルアフィニティークロマトグラフィー（FAC）を
使用し、レクチンの詳細な糖鎖結合特異性解析を実施した。一般に、糖鎖構造の非還元末端には数多くのガ
ラクトース（Gal）が存在し、認識糖として重要な役割を果たしている。そこで、Gal認識レクチンの解析
を目的とし、Ricinus communis agglutinin （RCA120）、ならびに、類似の特異性を示す Erythrina cristagalli 
lectin （ECL）の比較解析を行った。
　解析の結果、RCA120 および ECLの結合定数は約一桁異なるものの特異性は非常によく類似しており、非
還元末端に Galを有する糖鎖の中でも共通してタイプⅠ （Galβ1-3GlcNAc）よりタイプⅡ  （Galβ1-4GlcNAc）
構造に対しより高い親和性を示し、シアル酸の存在によりその結合は阻害された。さらに、Galと β1-4 結合
をする N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）の 3位がフコース（Fuc）によって修飾されたルイス X  （Lex）
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構造に対してどちらの結合も著しい減少を示した。一方、これらのレクチンには糖鎖の認識について異なる
点が存在し、RCA120 はバイセクトと呼ばれる GlcNAc残基に対して結合力が増加し、ECLでは逆に減少す
ることを明らかとした。
　以上のように、類似する 2種のレクチンの比較解析を行いその共通点と差異を示したが、同様の方法を用
いて様々なレクチンにおける糖鎖結合特異性を解明し、その情報から未知の糖鎖構造が推測できるのではな
いかと考え、細胞表層の糖鎖プロファイリング技術への応用を試みた。
【レクチンマイクロアレイ解析による細胞表層糖鎖を利用した幹細胞分別】
　細胞表層の糖鎖は、以前から細胞を見分けるマーカーとして用いられてきた。現在、抗体などを用いて細
胞表面マーカーを検出し分離する手法が用いられているが、細胞判別の将来的な臨床応用を視野に、より簡
便な系を目指すことが必要であった。そこで、前述において FACにより解析された様々なレクチンの特異
性情報をもとに、それらを基盤に固定化したレクチンマイクロアレイを用いた細胞表層糖鎖プロファイリン
グ技術の検討、ならびに解析ストラテジーの最適化を実施し、細胞糖鎖のプロファイル検出を目指した。同
時に、より再現性の高い比較糖鎖プロファイリングを実現するため、データマイニングシステムの構築を実
施した。
　本研究において、細胞分別用の新たなプロトコール検討を行うためマウス由来胚性幹細胞（mES）および
胎児性ガン細胞（mF9）とそのレチノイン酸誘導体（mESRA、mF9RA）を使用した。クルードサンプルを
用いた既存のアレイ技術におけるバックグラウンドノイズといった問題改善に成功し、その結果、ある濃度
範囲において細胞種固有の糖鎖プロファイルの存在が示唆された。また、正確な比較解析を実施するために
は、感度の異なる結果が必要であることが明らかとなり、そのための最適なデータ処理方法として、ダイナ
ミックレンジを広げる「ゲイン統合」というデータマイニング法を考案した。この操作により、各細胞種に
おける再現性の高い比較糖鎖プロファイリングが可能となり、さらに、主成分解析の結果、mES、mF9 およ
びそれぞれの誘導体の細胞は各クラスターを形成し、異なる糖鎖プロファイルを有することによる細胞の分
離が示唆された。その際、分化段階特異的に検出されたとみられる数種のレクチンは弱いシグナルを示して
おり、ゲイン統合によって保持されたシグナルが細胞分別へ大きく影響していることが示唆された。
　以上、本研究において詳細を明らかとしたレクチンはほんの一部だが、これらの特異性情報が多数集まる
ことにより、より詳細な糖鎖構造予測が可能になることが示唆された。
審 査 の 結 果 の 要 旨
　本学位論文において板倉氏は、レクチンマイクロアレイによる細胞表層糖鎖プロファイリングシステムの
構築を実現すると同時に、レクチンの糖鎖結合特異性情報を活用した解析技術を応用することにより細胞分
別の可能性を示唆し、その有用性を見出した。今後、iPS細胞といった幹細胞を用いた再生治療が求められ
る中で、レクチンの糖鎖結合特異性とその解析結果を利用した細胞表層糖鎖プロファイリングシステムの浸
透により、細胞評価技術の伸展ならびに細胞の安全性確保が実現し、再生医療の発展が加速することが期待
される。よって、本論文は社会貢献が大きく期待される将来的価値の高い研究であると判断できる。
　よって、著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
